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佐 藤 保 則
創傷治癒過程は炎症期, 増殖期, 成熟期と い う相互 に重複す る期間を有 し, 炎症期に お い て は損傷部 に浸潤す る好中球
や単球/マ ク ロ フ ァ ー ジが 重要な役割を担 っ て い る が , 生体内で の 一 連 の 修復機構 が整然と進行す る た め に は , 炎症 反応を厳
密 に制御す る因子が不可欠であ る. 本研 究で は , 第 一 に , 抗炎症性サイ ト カイ ン で ある イ ン タ ー ロ イキ ン (inte rleukin,IL)-10
の 皮膚創傷治癒過程 にお ける動態お よ び その 生物学的意義 に つ い て検討 した . マ ウ ス 皮膚損傷部 に お けるIL lO蛋白の発現量
は , 損傷部 に遁走す る好中球が徐 々 に増加す る炎症期早期 (受像後3時間) に ピ ー ク に達 した 後, 一 旦 は減少 した が , マ ク ロ
フ ァ ー ジの 集族が最も著明となる炎症期極期(受傷後72時間)に再 び ピ ー ク に達 し, m R N Aの 発現も こ れ と良く相関 し て い た.
組織 内ハ イ ブ リ ッ ド形成(in situ hyb ridiz ato n, IS H) 法お よ び免疫染色 の 検討結果か ら炎症期早期 にお い て は表皮細胞が , さ
ら に , 損傷部 に浸潤する単核球 お よ び再生す る表皮細胞がⅠし10産生 細胞の 主体であ る こ と が 実証さ れ た . Ⅰし10の 発現 に2っ
の ど ー クが 認 め られ た こ とか ら, Ⅰし10中和抗体 を損傷部局所 に投与 し, そ の 効果を受傷後6 お よ び72時間目に お い て 判定 し
た ･ 中和抗体投与 に より損傷部皮膚 にお い て 炎症性サ イ ト カイ ン で あるII]1β･ ILT6 ト 腫瘍壊死 因子 伽甲O r n e Cr O Sisfactor
-
α ･
T N F- a) お よ び C-C ケモ カイ ン で ある m o n o cyte che m o attr acta ntprotein-1(M C P-1) と m a c r ophageinfla m m ato ry protein-1 α
(M IP-1 α) の 過剰発現が認め ら れ た . さ ら に, 損傷部 に浸潤す る好中球と マ ク ロ フ ァ ー ジ数 の 増加 を認 め た . Ⅰし10の 発現 の 2
つ の ど ← ク は , 各々 が好中球お よび マ ク ロ フ ァ ー ジ の遊走 お よ び その 機能制御 と密接 に関連 してお り, こ れ ら は過剰な炎症反
応を抑制す る た め の 合目的な生体防御反応であ る と考えら れ た . 以上 の 成凄か ら, 皮膚創傷治癒過程 にお けるⅠし10の 関与が
明らか とな っ た . 次 に, 法医学的な観点か ら, 損傷 部皮膚 で の受傷後早期 のI L lOm R N Aの 発 現量増加が , 生前損傷 と死後損
壊 と を鑑別す る上 で の 鋭敏 な指標 と なりう る か否 か を検討 した . すな わ ち, マ ウス 皮膚損傷部 にお けるⅠし10m R M発現量 の
変化を死後変化の影響も含め て , 受像後0 か ら 180分 の 間, 逆転写 - ポ リ メ ラ ー ゼ 連鎖反応 (re v e r s etr a n s c riptio n-P C R, R T
P C R)法を用 い て半定量的 に評価した . II/10m R N A は受傷後15分目か ら急激 に増加 し, 健常皮膚 で の 発現量 と比較 した場合,
有意 b<0.05) な増加 が受傷後30 か ら180分 で 認め られ た . こ の 傾向は屠殺後5 日間放置 した マ ウス に つ い ても確認 され , 一
方, 死後損壊で は有意な増加は認め ら れ なか っ た . これ らの 成績か ら, 皮 膚損傷部 にお けるI L lOm R N A発現量の 増加が , 受
像後早期 の 生活反応の 鋭敏な指標 となりう る こ と が 示唆 さ れ た . さ ら に, mR N A は一 般 に考 え られ て い る以上 に 死後変化 に
対 して安定で ある こ とが 示され , R TRP C R法 に よ る m R N Aの 解析 は 実際の 法医剖検例 に充分応用可能であ る と思 われ た. 最後
に, 炎症性サ イ トカ イ ン の 遺伝子発現 を生 活反応ある い は 受傷後経過時間推定 の 指標 と して応用する た め の 基礎的成績を得 る
目白勺で , マ ウ ス 皮膚創傷治癒過程 に お けるIIJl, IL,6 お よ ぴT N F- α m R N Aの 経 時的発現量 の 推移 お よ び 組織切片上 にお ける
局在を検討 し た , RTIP C R法に より, 損傷部 に お けるIIJ6 m R N Aの 発現量は受傷後 6時間 日 , I し1α , I し1′9 お よ び T N F- α
mR N A は食傷後48 か ら72時間目 にか けて ピ ー ク を有す る こ とが 明 ら か と な っ た . IS H法を用 い た 検討 に よ り こ れ ら mR N A発
現量の 増加 が , 主に損傷部 に浸潤する単核球(マ ク ロ フ ァ ー ジ), 多核白血 球 (好中球) や表皮細胞 にお け るサ イ トカ イ ン の 誘
導, すなわ ち局所 にお ける生 活反応を反映 して い る こ と が 示さ れ た . Ⅰし10plR N A に加えて損傷部皮膚か ら こ れ ら 炎症性 サ イ
トカイ ン の m R N AをRTIP C R法 を用 い て同時 に検出す る こ と に より, 実際 の 法医剖検例 にお ける生 活反応 の 指標 と して の 有用
性 が向上す るも の と思 わ れ た . 以上 の m R N A解析 に関する成績は , 蛋白質 レ ベ ル で の 解析が 主体 であ っ た 従来の 法医損傷論
の 研究分野に お い て , 新 たな展開をもた らすも の と考えられ た.
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創傷治癒 にお けるⅠし10の 発現 と法医学的応用
創傷治癒 は生 体の 恒常性を維持する た め の 防御反応 の 一 つ で
あり, そ の 過程 にお い て 炎症期, 増殖期, 成熟期と い う相互 に
重複す る期間を有す る. ひと た び 創傷 が形成 され る と , 同部 に
浸潤す る好中球や単球/マ ク ロ フ ァ ー ジ は , 様 々 なサ イ ト カイ
ン や増殖因子を産生す る とい う治癒過程で の 重要な役割を担 っ
て い る
1)
. この うち炎症性 サ イ トカ イ ン で あるイ ン タ ー ロ イ キ
ン (inte rle ukin,IL)-1, IL-6 や腫瘍壊死因子 (tu m o r n e c r o sis
hcto r- α , T N FⅧ ) は主 に活性化 され た マ ク ロ フ ァ ー ジ より産
生さjl, 炎症反応 にお ける主要なメ デ イ エ ー タ ー と して 知られ
てい る
2卜 4)
. また , IIJ ･8, mO n O Cyte Che m o attr a cta ntprotein -1
(M CP-1), m a C rOPhageinAa mm atOry pr Otein-1 α (M IP-1 α) な ど
の ケ モ カ イ ン は炎症細胞浸潤 と の 関連 が深い 5)6). こ の よう に,
生体 内で の 鵬 連 の 修復機構が整然 と進行す る た め に は, こ れ ら
サ イ ト カイ ン の 過剰な発現や無秩序な炎症細胞浸潤を抑制 し,
炎症反応を厳密 に制御す る因子が不可欠 である.
抑制性サ イ トカ イ ン で あるⅠし1 0 は, T b l細胞 の サ イ トカ イ
ン 産生 を抑制する Th 2細胞由来 の 因子 と して 同定 され た もの で
あり, 当初は サ イ トカ イ ン産 生抑制因子 (cytokin esynthe sis
inhibito ryfa cto r, C SIF) と呼 ば れ て い た が7), そ の 後 の 研 究で
CSIF活性以外 にも多く の 生物活性を有する こ とが 判明 し, I L
lO と改名 され た . Ⅰし10 は Tb l細胞や単球/マ ク ロ フ ァ ー ジ に対
して は抑制性に作用 し, 活性化 さ れ た マ ク ロ フ ァ ー ジか らの 炎
症性サ イ トカ イ ン ¢し1, Ⅰし6, TN FⅧ ) の 産生 を強く抑制する
一 方で , B細胞や 胸腺細胞, 肥満細胞 , 細胞傷害性丁細胞 に対
して は刺激性活性を有 し てい る 8). Ⅰし10ノ ッ ク ア ウ トマ ウ ス も
m bn ら
9)によ り作製さ れ て おり, 炎症性腸炎を併発す る こ と が
知られ て い る. 疾患と の 関連で は , リ ウ マ チ怪 聞節炎 , 全身性
エ リ テ マ ト ー デ ス , 炎症性肺障害, 敗 血 症性 シ ョ ッ ク な どの 自
己免疫疾患や炎症性疾患で の 関与が明 らか とな っ て お り10), 現
在で は免疫応答 や炎症反応 を制御する因子 と して , Ⅰし1 0 およ
び関連物質の 臨床応用 へ の 可 能性も検討 され て い る .
皮膚傷害 とⅠし10の 関連 に つ い て は , T h 2細胞 より産生 さ れ
るⅠし4, Ⅰし5, Ⅰし13 と ともに免疫応答 にお ける
′
m l/Th 2の バ ラ
ン ス を制御す るサ イ ト カ イ ン と し て の 可 能性 が注 目 さ れ て お
り , 実際 に, I L lOは T h l優位 の 免疫応答 である遅延型過敏症
反応 を抑制す る作用 を有 し1 1卜 13), 紫外線照射後 の 皮膚組織 に
お ける免疫応答 の 抑制 にもⅠし10 が関与 して い る と され る 14)1
し 川)
また , ア ト ピ ー 性 皮膚炎1 7)1 8), 強皮症 1 9)な ど の 疾患 と の 関連も
解明さ れ つ つ あり, m l優位 と さ れ る乾癖に対 して は リ コ ン ビ
ナ ン トⅠし10の 投 与が 有効 で あ る と い う2 0)21). Ⅰし10は ケ ラ チ ノ
サ イ トや マ ク ロ フ ァ ー ジ か ら産生 され , マ ク ロ フ ァ ー ジや好中
球か ら の 炎症性サ イ トカ イ ン の 産生 抑制お よ び抗炎症性 サイ ト
カ イ ン で あるI L lレ セ プタ ー ア ン タ ゴ ニ ス トの 産生 を誘導す る
活性を有 し
8)
, また , M C P-1, M IP-1 α , K Cな どの ケ モ カ イ ン
の 産生抑制を通 して 炎症細胞の 浸潤 にも関与 して い る
22)2 3)
. 前
述の Ⅰし1 0ノ ッ ク ア ウ ト マ ウス で は炎症部位 へ 遊走す る好中球
数が増加 し, 炎症部位 に おい て C- C ケモ カ イ ン であ る M C P-1 や
M IP-1 α が 過 剰 に発現 して い る こ と が 報告 さ れ 22)23), さ ら に,
これ ら の ケ モ カ イ ン は皮膚の 創傷治癒過程 にお い て も マ ク ロ
フ ァ ー ジ の 重 要な 走化性因子の 一 つ で ある こ と が指摘 され て
い る24卜 26)
. 従 っ て , Ⅰし10 は皮膚創傷治癒に お い て もこ れち 国
子の 生物活性を介 し て炎症反応を制御 して い る こ と が予測 さ
れ る が , これ ま で の と こ ろ , 機械 的な皮膚損傷治癒過程 に お
けるⅠし10の 動態 や 生物学的意味 に つ い て は 十分 に検討 さ れ て
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い な い .
さて , 創傷治癒 に は こ の よう に様 々 なメ デ イ エ ー タ ー が 関与
し てい る が , 法医学的な観点か ら は, そ れ らの 経 時的な発現が
損傷の 受傷後経過時間ある い は生活反応の 有無を反映す る指標
となりうる の で は な い か , と い う仮説が成り立つ . 法医学実務
にお い て 損傷検査 は最も重要な検査項 目の 一 つ で あり, 損傷の
受傷後経過時間の 推定や生活反応の 有無 の 判断 (生前損傷 ･ 死
後損壊 の 鑑別) を客観的 に行う こ とが 要求 され る. 実 際に は ,
こ れ ら は創の 肉眼的所見お よ び組織学的な変化や治癒状況を考
慮 して判断さ れ る こ とが 多い が, 近年, サ イ トカ イ ン や 細胞外
マ トリ ッ ク ス , 凝着分子な どの 損傷部局所 にお ける発現 を評価
し, 法医損傷検査 に応射しよう とする試み が 法医病理学者 によ
っ て行 わ れ て い る27卜 32). こ れら の 法 医損傷論 の分野に お ける
研究 は, 免疫組織化学的な手法を用 い た蛋白質 レ ベ ル で の 解析
が 主体 であり, 炎症性サ イ トカ イ ン であ るⅠし1, Ⅰし6やT N FⅧ
に 関 しても, その 免疫組織化学的な局在が受傷後程過時間の 推
定に有用であっ た とい う報告がなされ て い る3
3)34)
一 方, R N Aの 解析を法医損傷検査 に応用 し よう と する 試み
も過去 にな さ れ て い る . Buris35)お よ び Oeh miche nら36)は損傷
部 に お ける R N A合成 の 経時的推移を ラ ッ トを用 い て 検討 し,
損傷郡 に お い て R N A合成 が完進 し て い る こ と を 報告した が ,
mR N Aの 解析を応用 した研究は こ れ まで の と こ ろ皆無であ る.
こ の 理由は, 法医学 の 対象試料 は多く の 場合, 種々 の 環境条件
の 下 で 死後変化の 影響 を受けて い る ため, mRN Aは死後比較的
速や か に内在性の RNa$eなど に より低分子化 され て しまうとい
う推測 に基づくもの と思 われ る . しか しなが ら, 例えば死直前
に成傷さ れ た生前の 損傷と死直後に成され た死 後の 損壊 とを鑑
別す る場合, 損傷部位 にお ける 蛋白質の 発現 に よ っ て 判断す る
よりは , むし ろそ れ に先立 っ て誘導され る mR N Aを検出する方
が , 受傷後早期 に つ い て より鋭敏な 生活反応の 指標と な る こ と
が 予測さ れ る.
本論文に お い て筆者は, まず, 実験 的に マ ウ ス の 皮膚 に切創
を作成 し , 損傷部局所 にお け るⅠし10の 動態お よ び抗炎症性 サ
イ トカ イ ン と し て のⅠし1 0の 生 物学的な役割 に関す る検討を行
っ た
. 次い で, mR N Aの 解析 を法医損傷検査 に応用する た め の
予備的 な検討 と し て, 死 後変化の 進行 した マ ウ ス の 皮膚試料か
らI L l Om R N Aの 検 出を試み て, そ れ らが 受傷後早期に お ける
鋭敏 な生 活反応 の 指標と な りう るか どうか , そ の 可 能性 に つ い
ても検討 した . 加 えて t 炎症性サ イ トカ イ ン の 遺伝一戸発現を受
傷後経過時間推定 の 指標と L て応用する た め の 基礎的成績を得
る 目的 で , 皮膚 の 創傷治癒過程 にお け るⅠし1, Ⅰし6 お よ びT N F-
α m R N Aの 経時的 な発現量の 推移お よ び組織切片 上に お ける
局在も併せ て検討 した .
材料お よ び方法
Ⅰ. 皮膚創傷治癒過程 にお けるⅠし1 0 の関与
1. 材料
実験動物 と し て, Crj: C D-1(IC R)系雄性 マ ウ ス (8週齢, 体
重30～ 37g, 日本チ ャ ー ル ス ･ リ バ ー , 横浜)を用い た . ネ ン
ブ タ ー ル ⑧(ダイ ナ ポ ッ ト, 大阪)腹腔内投与(5〃 g/g) によ る
麻酔下 で マ ウ ス 背部を剃毛 し, 外科用 メ ス で 長さ 2 c m の 皮膚
仝層 に わ た る切創を作成 した. そ の 後 , マ ウ ス は室温 24℃よ
湿度609乙の 室内で飼育 した . 受傷後1, 3, 6, 12, 24, 72, 144,
2 40時間目に マ ウ ス (各時間5匹)を頸椎脱臼に より屠殺 し, 創
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縁 か ら 両端5 m m ま で の 皮膚を搾取 し試料と した . 対照 と して
損傷 の ない マ ウ ス の皮膚を用い た . 動物実験 は金沢大学宝町地
区動物集験指針 に従 っ た .
2 . 逆転写 - ポ リ メ ラ p ゼ 連銀反応 (r ev e rs etra n s c riptio n-
P C R, 肝 P C R) 法
1) 給餌 仏 の 抽 出
皮 膚 試 料 (重 量 5 0m g) か ら の 総 R N Aの 抽 出 は ,
C ho m czyn Ski ら
3nの 方法 に基づ く R N A抽出用試薬IS O G E N(ニ
ッ ポ ン ジ ー ン , 富 山)を周い て行 っ た . す なわち , 皮膚試料を
紺切 し1 mlの IS O G E Nを加えて撹拝 し, 室温で 5分間放置 した
後 , 0.2 mlの ク ロ ロ ホ ル ム を 加えて 激しく振塗 し た . 4℃,
12,000× gで 15分間遠心 し, 上 清を回収 しイ ソ プ ロ パ ノ ー ル を
0.5 ml加え室温 で10分間放置 した後 , 4℃, 12,0 00× gで 10分
間遠心 し M を沈澱 させ た . 沈澱物 は80%エ タノ ー ル で洗浄 し
減圧乾燥 さ せ た 後, 2 0〃1 の ジエ チ ル ピ ロ カ ー ポ ネ ー ト
(diethylpyr o c atbo n ate , D E P C)処理を施 した蒸留水 に溶解 した .
R N A濃度 は260n mの 吸光度 に より測定 した .
2)cD N Aの 合成
絵 R N A 2iLgを鋳型と し て Fir st- Stra nd cD NA synthe sis kit
(Life Scien c e, St. Pete rsbu rg, U S A)を用 い て cD N A を合成 し
た. まず, 絵 肌 に オ リ ゴ (d¶ 12.18プ ライ マ ー 0.5/∠gを加え,
70℃で 10分間反応 させ た . 引き続 い て , 10m M ジ チ オス レイ
ト ー ル (dithiothreitol, D T I), R Na s e阻害剤12.5単位 , 逆転 写
反応緩衝液, トリ 骨 髄芽症 ウイ ル ス 由来逆転写酵素2 5単位を
含む反応液2 5/上1を4 1℃で 1時間反応 させ ! CD N A を合成 した .
反応終了後, 95 ℃ で 5分間保温 し逆転写酵素を失括 させ た.
3)P C R
使用した プ ラ イ マ ー の 塩基配列を表1 に示す. 各プ ライ マ ー
は宝 酒造(草津)に委託合成したも の を用 い た . コ ン トロ ー ル
と して ハ ウス キ ー ピ ン グ遺伝子 の1 つ で ある β- ア ク チ ン m R N A
由来の cI) N A を増幅 した . P C R に は2FLlの cD N A を鋳型 と して
用い , 各50iL M の d N T P, 各0.4FLM の プ ライ マ ー , P C R繚衝
液 [10m M T ds一 塩酸 bH 8.0), 50m M 塩化 カリ ウム , 1.5 m M
塩化 マ グネ シ ウム], Taq D N A ポT) メ ラー ゼ (宝酒造)5単位を
含む反応液50〃1中で 増幅反応を行 っ た . 95℃, 3分 の 初期変
性 の乱 94℃で1分 , 65℃で2分 , 72℃で1分 の サ イ ク ル を/才一
ア クチ ン は 30 サイク ル , Ⅰし10 は40 サ イ クル 行 っ た . 反応終了
後 , 6分 の 1容量の 色素液 (0.25 % プロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー ,
0.25%キ シ レン シ ア ノ ー ル , 30% グ リセ ロ ー ル)を添加 し た反応
液12FLlを, TYis一 酢 酪E D T A緩衝液 bH 7.8) を用 い て , 2 % ア ガ
ロ ー ス ゲ ル(ニ ッ ポ ン ジ ー ン) に定電圧 100 V下で 電気泳動 し
た . エ ナ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド染色 を行 っ た 後, 紫外 線照射 下 で
P C R増幅産物を可視化 した.
3 . エ ン ザイ ム イ ム ノ ア ツ セ イ 促u S朗 法
採取 し た皮膚試料を細切 し, コ ラ ゲ ナ ー ゼ (50/∠g/ml, 和光
純薬, 大阪) を含む0.01M PBS(pH 7.2) 中で37℃ , 1時間保温
した後 , 氷上 で ホ モ ジ ナイ ズ した . 4 ℃, 12,000× gで 20分間
遠心 した後, 上 滑 を採取し試料 と し た. 上帝 中の Ⅰし10濃度 は
Mo u s eILrlO E LIS A kit ¢ndoge n, Wobu rn, U S A) を用い て測
定 した. す な わち, キ ッ ト に添付 さ れ た マ イ ク ロ プ レ ー トの 各
ウ ェ ル に50〃1の 上 清ま た はマ ウス IL lO標準液 (0
～ 13.5 単位
/ml)を加え, 37℃で 2時間反応させ た . 5回洗浄後 , 酵素標識
抗体液を100/l`ず つ 加 え, 37℃で1時間反応さ せ た . さ ら に5
固洗浄し二 発色液を100〃1ず つ 加 えて室温で 30分反応 さ せ た
後, 反 応停止液を加え た . 自 動吸光度計を用 い て各ウ ェ ル の
450n m にお ける 吸光度を測定 し, 標準 曲線 をも と に 上 清中の
Ⅰし10濃度を算出 した , ま た , 上 清 中 の 総蛋白濃度 は Folin-
Lo w ry反応
38)に よ り測定 した . 皮 膚組織 に お け るII/1 0発現量
の 評価 は , 皮膚単位重量あたり の 給費自演度 に対す るⅠし10濃
度 の 比で 行 っ た .
4 . 組織 内 ハ イ ブリ ッ ド形成(in situ hyb ri diz ato n,IS H)法
1) 組織切片の 前処理
採取 した 皮膚片 より凍結切片(10〃 m 厚)を作製 した . 各凍
結切片 は風乾 した4&, 4%パ ラホ ル ム ア)L/デ ヒ ド barafon nald dⅣ e,
P F朗 を含むP BS(pE 7.4)で 15分間, 前固定 し, プ ロ テ ナ ー ゼ K
(Bo ehringe rMan nheim Bio chemic a, M a nnheim , Germ a ny)
(2.0〃g/ml, 37 ℃, 10分 間) で除蛋白処理を行 い , 4 %P F A加
PB S で 10分間, 後固定を行 っ た. さ ら に, 塩酸溶液(0.2 N, 室
温, 10分 間) で除黄白処 理を行 い , 非特異的な プ ロ ー ブ の 吸着
防止 の た め に ア セ ナ レ ー シ ョ ン (0.1 M トリエ タ ノ ー ル ア ミ ン
塩酸,_0,25 %酢酸溶液) を室温 で 10分 間行 っ た 後, エ タ ノ
ー
ル 系列で 脱水, 風 乾 し た . 各反応過程 の 間 は P B S で充分洗浄
した .
2) m プロ ー ブ の 作製
Ⅰし10m R N A に対す る上記 R T P C Rの 増幅産物 1/∠1を鋳型 と
して , 表1 に示す5
,
末端 側 にT 7 お よ びS P 6 R N A ポ リ メ ラー ゼ
に 対す る プ ロ モ ー タ ー を付加 した プラ イ マ ー 対 を用 い て ネス テ
ツ トP C R(n e sted-P C R) を行 っ た . P C R反応液 の 組成 は上 記 の
通り であり, 95℃ , 3分 の 初期変性 の 後 , 94℃で 1分, 60℃で
2分, 72℃で 1分 30秒の サ イ ク ル を計30 サ イク ル 行 っ た . こ の
反応に より得 ら れ た T 7/S P6 プロ モ ー タ ー を含む増幅産物 より ,
Ⅰし10m R N A に対す るセ ン ス 鎖 , ア ン チ セ ン ス 鑓の ジ ゴ キ シ ゲ
ニ ン (digoxige nin , DI G) 標識R N Aプロ ー ブ をD IG R N A h beling
kit(Bo eh ringe rM an nheim Bio chemic a) を用い て 合成 した . す
な わ ち, P C R増幅産物3FLl を鋳型 と して用 い , 各1 m M の A T P,
m , G W, 0.6 5m M の U T P, 0.35m M の DI G-11-U TP, R Na se
阻害剤 20単位, 転写反応緩衝液, T 7ある い はS P 6 R N A ポ1)メ
ラ ー ゼ20単位を含 む反応液20/ノ1を37℃で 2時間反応 させ R N A
を合成 した . 反応 終了後, 20単位 の D Na seI を加え37℃で15
分間保温 し鋳型 D N Aを分解 した . 75〃1の エ タ ノ
ー ル
, 2･5〃1
の 4 M塩化 リ チ ウ ム を加え - 80℃で 2時間静置 した 後, 4 ℃,
15,000× g で10分間遠心 しR N Aを沈澱 させ た. 沈澱物 は70%エ
タ ノ ー ル で 洗 浄 し , 4℃ , 1 5,0 0 0× g で 5分間遠心 し た 後 ,
D E P C処理を施 した50FLlの 蒸留水 に溶解 した .
3) ハ イ プリ ダイ ゼ ー シ ョ ン
前処理を終え た凍結切片を, 100/ノM D T T加 ハ イ プリ ダイ ゼ
ー シ ョ ン 溶液 [50%脱イ オ ン 化ホ ル ム ア ミ ド, 10m M T ris一 塩醸
(pH 7.6), デ ン ハ ル ト溶 液, 1 0% デ キス ト ラ ン 硫 酸, 2 00/ノ
g/ml酵母tR N A, 250FLg/ml サケ 精子 D N A] で 37 ℃, 1時間プ
レハ イ プリ ダイ ゼ ー シ ョ ン を行 っ た . 上 記 ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ
ョ ン溶 液に DI G標識R N A プロ ー ブ を添加 し組織切片 に滴 下 し
た後 , ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン を湿潤箱中で 50℃, 16時間行
っ た . 組織 切片 の 洗浄 は 50% ホル ム ア ミ ド加2 × SS C で50 ℃,
2 0分間を1回, 2× S S C で 50℃, 30分 間を2回, 0,1 × SSC で
50℃, 30分間を1回行 っ た.
4) ハ イ ブリ ッ ドの 免疫組織化学的検出
洗浄後の組織切片を, D IG媛衝液1[100m M Tris･塩酸 bH
7.5), 150m M 塩化 ナ トリ ウ ム] に5分間浸潰 させ た後 , 1.5%
創傷治癒 にお けるⅠし10の 発現 と法医学的応周
ブ ロ ッ キ ン グ試薬(Bo eh ringe rM a n nheim Bio che mic a) 加DIG
緩衝液1 に より室温 で1時間, ブ ロ ッ キ ン グを行 っ た . ア ル カ
リ ホ ス フ ァ タ
ー ゼ 標識抗 DI G ポ リク ロ ー ナ ル 抗 体(500倍希釈,
Bo eh ringe rM an nheim Bio che mic a) を室温で 1時間反応さ せ た
後, DI G緩衝液1 で1 5分間, 2回洗浄 し , さ ら に DI G繚衝液3
[100m M Tris一 塩酸 (pH 9.5) , 10 0m M 塩化 ナ トリ ウム , 50
皿 M 塩化 マ グ ネシ ウ ム〕 に より3分間平衡化 した . ア ル カ リ ホ
ス フ ァ ク
ー ゼ の 発色は , 4 50/ノg/ml テ ト ラニ ト ロ 青テ トラ ゾ リ
ー ム 塩 (Bo eh ringe rMa n nheim Bio che mic a) お よ び175FLg/m1
5- プ ロ モ ヰ ク ロ ロ ー3- イ ン ド キ シ ル 燐 酸塩 (Bo ehringe r
Ma n nheim Bio che mic a) 加DI G緩衝液3を用 い , 遮光 した湿
箱中 で行 っ た . 十分 な発色を確認後, Tris一 塩酸-E DT A緩衝液
[10m M 7 Yis一 塩酸 bH 7.6), 1 mM E D T A] で反応を停止 し, 水
溶性封 入剤 で封 入 して 速や か に写真撮影 した . なお , 陽性所見
の 特異性 は , セ ン ス 鎖 の プ ロ ー ブを用 い た染色 で陽性所見が消
失する こ と に より確認 し た.
5 . 免疫組織化学
採取 した 皮膚片 よりホ ル マ リ ン 固定 パ ラ フ ィ ン 切片 (4 〃 m
厚)を作製 した . 各切片は脱パ ラ フ ィ ン した後 , 0.3%過酸化水
素水加 メ チ ル ア ル コ ー ル に30分間浸潰 し内因性 ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼを ブ ロ ッ キ ン グ し, さら に非特異的化学結合反応を防止す
る ため に, 2%正常 ウサ ギ血 清 O)ako. Glo str up, De n m a rk) を
室温で30分間反応 させ た . 一 次抗 体 と して ヤ ギ抗 マ ウス Ⅰし10
ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体(Sa nta Cr u zBiote chn ology,In c. , Sa nta
Cru Z, U S A) を100倍希釈で4℃, 一 晩反応 させ た . 2次抗体と
して, ビ オナ ン 標識ウ サ ギ抗 ヤギIgG(200倍希釈, Dako) を室
温で1時間反応 させ , さ ら に, ア ピ ジ ン ゼ オ テ ン 複合体法 に基
づく u 迅彪2酵素試薬 のako)を室温 で10分間反応さ せ た . 免疫
複合体反応物 を0.0 1%過酸化水素水加3,3
,
- ジ ア ミ ノ ベ ンチ ジ ン
(3,3
'
-dia min obe n zidin e, D A B, 同仁化学 , 熊本)溶液で 可視化 し,
へ マ トキ シリ ン にて 核染後, 脱水 , 封 入 した . 各反応過程 の 間
はP B S(pH 7.4) で 充分洗浄 した. なお , 陽性所見 の 特異性 は,
一 次抗体 の 代 わ り に 一 次抗体を予 めⅠし10 に対する ブ ロ ッ キ ン
グ ペ プ チ ド (Santa Cru ZBiote chn olog y,In c.) で 吸収させ た溶
を用い た染色(吸収試験)で陽性所見が消失する こ と によ り確
認 した .
6 . I L lO中和抗体 の 投与効果
Ⅰし10の 生 体内で の 役割 を明 らか にす る た め に, Ⅰし10の 中和
抗体を実験的に投与 し, 炎症性サ イ トカ イ ン で あるⅠし1β, Ⅰし
6, T N F- α , C-C ケモ カ イ ン で ある M C P-1, M IP-1 α の 発現量
の 変化, お よ び 組織切片上 にお け る炎症細胞 (好中球 , マ ク ロ
フ ァ ー ジ) 数の 変化を受傷後6 お よ び72時間目に お い て 評価 し
た
. Ⅰし10中和抗体 と して ラ ッ ト抗 マ ウ ス Ⅰし10モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗体(Ge n zym e,Ca mbridge, U S A) を使用 し, マ ウ ス (5匹)の 背
部皮膚 に損傷 を作成 した 直後に中和抗体 50〃gを創緑近傍 の 皮
下 に投与 し た. 対照 群と して 等量 の ラ ッ トIgG l を投与 した マ
ウ ス (5匹)を用い , 受傷 後6時間目 に各群の マ ウ ス より皮膚試
料を採取 した . 同様 に各群5匹の マ ウ ス に損傷を作成 した 直後
に50/∠g のⅠし10中和抗体ま た は コ ン ト ロ ー ル IgGlを投与 し,
その 24, 4 8時 間後に各抗体を皮下 に追加投与し, 受傷後72時
間日 に皮膚を採取 し試料 と した .
1)ⅣトP C R
皮膚試料中に お ける各サイ トカ イ ン の mR N Aの 発現はⅠし10
の 場合 と 同様 の ⅣトP C R法を用 い て評価 した . 使 用 した プ ラ イ
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マ ー の 塩基配列を表1 に示す. なお , M C P-1 mR N A の発現は30
サ イ クル , 受傷 後72時間目に お けるⅠし1ノ9 mR N Aの 発現 は26
サ イ ク ル , そ の 他の サ イ トカ イ ン の 発 現は 全て 28 サ イ クル の
P C R により評価 した .
2)E LISA
蚤自質 レ ベ ル で の 各サ イ ト カイ ン の 発現量はⅠし10 の場合 と
同様 の E LIS A法を用い て 評価 した . 使用 した E LIS A キッ トは
Ⅰし1/9(Ge n zym e), II]6(Endogen), T N Flα 匹ndogen), M C P-
1(R & D Syste m s, M in n e apolis, U S A) お よ び M IP-1 α (R & D
System s)で ある .
3) 組織学的評価
各々 の マ ウス より採取 した皮膚片 より ホ ル マ リ ン 固定 パ ラ フ
ィ ン切片(4/ノ m 厚)を作製 した . まず, 受傷 後6時間日 に お い
て 損傷部 にお ける貯申球数を評価 した. すな わ ち, 各 マ ウ ス の
損傷皮膚 より作製 した パ ラ フ ィ ン ブ ロ ッ ク より6枚 の 連続切片
を作製 し, ナ フ ト ー ル A S- D グロ ロ ア セ テ ー トエ ス テ ラ ー ゼ 染
色39)を 施し た. 引き続 い て, 各切片 にお い て創洞内に観察され
る好中球を光学顕微鏡下 で 任意に選択 し た200倍率の 5視野に
お い て数え, そ の 合計を算出 した後 , 6枚 の 連続切片 に お ける
平均値を算出 した . 受傷 後7 2時間日 に お い て は 好中球数に加
えて マ ク ロ フ ァ ー ジ数を評価 した . 好中球 は同様の 方法で創洞
内 にお ける その 数を算出し, マ ク ロ フ ァ ー ジ数 に関 して は抗 マ
ク ロ フ ァ ー ジ抗体を用い た 免疫染色後に評価 し た. すな わち ,
各切片を脱 パ ラ フ ィ ン した後, 0.3%過酸化水素水加 メ チ ル ア ル
コ ー ル に30分間浸潰 し, さ ら に 非特異的化学結合反応を防止
する た め に, 2%正常 ヤギ 血清(ニ チ レ イ , 東京)を室温で30分
間反応 させ た . 一 次抗体と して ウサ ギ抗マ ウス マ ク ロ フ ァ ー ジ
抗体 (InteトCell Te chn ologies,In c. , Hope well, US A)を500倍希
釈 で室温, 1時 間反応さ せ た . 引き続 い て EnVisio n+TM(Dako)
を室温で3 0分間反応 させ , 免疫複合体反応物を D A B(同仁化
学)溶液で可 視化 し, ヘ マ トキ シリ ン にて 核染後, 脱水, 封入
し た. 各反応過程の 間はP BS(pH 7.4)で 充分洗浄 した. 創洞内
の マ ク ロ フ ァ ー ジ数は好中球数と同様の 方法に より評価し た .
7 . 統計学的検討
統計学的検討 はStude nt の t検定 を用 い て 行 い , 危険率5 %未
満 を以 て 有意差あり と した .
∬
. Ⅰし 10遺伝子発現 の生活反応の指標 と して の 可能性
1 . 受傷後早期 にお けるⅠし10mR N Aの 半定量的評価
マ ウ ス の 背部皮膚 に長さ2 c mの 切創 を作成 し, 受傷 後0, 5,
1 5, 30, 60, 180分日 に類推脱臼に よ り屠殺 し ( 各時間5匹),
皮膚試料(重量50m g)を採取 した . こ れ ら の 皮膚試料よ り 上記
と 同様 に総 R N A を抽 出後, 20/}1の D E P C処理を施 し た蒸留水
に溶解 し, そ の 2/Jlを飼い てR TIPC Rを行 っ た . P C R増帽産物
は ア ガ ロ ー ス ゲ ル に電気泳動し エ チ ジ ウム ブ ロ マ イ ド染色を施
し た後, 紫外線照射下 で 可視化 しポ ラ ロ イ ド写真撮影を行 っ た .
撮影 した ポ ラ ロ イ ド写真をイメ ー ジ ス キ ャ ナ を用い て コ ン ピ ュ
ー タ ー にデ ジ タ ル 画像と して 入力 し, 増幅産物 の バ ン ド強度を
画像解析用 プ ロ グ ラ ム NI H Im age に よ り数値化 し た . I し1 0
mR N Aの 発現量を半定量的に評価す るた め に , 各々 の 受傷後経
過時間 にお い てIL-10 と内部 コ ン ト ロ ー ル で あ る/9 - ア ク チ ン
mR N A由来の P C R増帽産物の バ ン ド強度の 比を算出 し, こ れ
をⅠし10m R N A発現量 の 指標と した . な お , PtR増幅産物の 半
定量的な評価を行う前 に以下 (2 お よ び3) に示す予備的検討を
行 っ た .
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. NI H Im ageの 定量性 に関す る検討
NI H Im age に よ る バ ン ド強度 の 定量値が , 鋳型 D N A量 お よ
びP C R サ イ クル 数 を反 映す るか どうか を予め 検討 した . す な
わち, 合成 した cD N Aの 0.25, 0.5, 1, 2, 3/Ll を鋳型と して 上
記P C Rの 温度条件下 , ′9 - ア ク チ ン に 対する プ ラ イ マ
ー 対 を 用
い て増幅反応 を行 っ た . サ イ ク ル 数は各鋳型 cD N Aの 容量 に つ
き28, 30, 32, 34 サ イ クル と し た . N IH Im age によ る バ ン ド
強度の 定量 を行 っ た 後, 使用 した cD N Aの 容量 を横軸 に , バ ン
ド強度の 定量債を縦軸に プ ロ ッ ト した .
3 . サイ ク ル 数の 解析
RTIP C R法を用い てTnR N Aの 発現量 を比較する際 に は, P C R
が プラ ト ー に達す る 以前 の 段階に お ける増幅産物 の 量 を評価す
る必要があ る. そ こ で , Ⅰし10 お よ び′･守一 ア ク チ ン に 関 して サ イ
ク ル 数の 解析を行 っ た . 受傷後1時間目 に搾取 した 皮膚試料 よ
り合成 した cD N A 2iLl を鋳型と して , 上記P C Rの 条件 の 下 で 増
幅反応を行 っ た . サ イ ク ル 数はⅠし10 に関し て は 34, 36, 38,
40, 42 サ イク ル , β- ア ク チ ン に つ い て は28, 3 0, 32, 3 4, 36
サ イ ク ル と した. NI E Im age に よ る バ ン ド強度 の 定量を行 っ た
後, サ イ ク ル 数を横軸 に , バ ン ド強度の 定量値 の 対数 を縦軸に
プ ロ ッ ト した.
4 . 死 後変化 の 進 ん だ皮膚組織 か ら の ノ9 - ア クチ ン m R N Aの
検出
mRN Aの 死 後変化に対する安定性 を検討 した . す な わち, 損
傷 の ない マ ウス (14匹)を屠殺 し, 室温24 ℃, 湿 度609らの 室内
に放置した. こ れ ら の マ ウ ス より屠殺後0 か ら13 日目まで 1日
毎 に 皮膚 を採取 し試料 と し た . 皮 膚 試料 か ら 上 記 の 通り総
R NA の 抽 出, CD N Aの 合成 を 行 い , /9 - ア ク チ ン に対 する プ ラ
イ マ
ー 対を用 い て P C Rを行 っ た . P C R増幅産物 は ア ガ ロ ー ス
ゲ ル に電気泳動 し エ チ ジ ウム ブ ロ マ イ ド染色を施 した後, 紫外
線照射下 で 可 視化 した.
5 . I L lOm R N Aの 生活反応の 指標と して の 可 能性
マ ウス に切 創を作成 し , 受傷 後0, 3 0, 60, 180分目 に屠殺
した (各時間3匹) . また , 死後の 損壊 と して , マ ウス (3匹)を
頚椎脱臼に よ り屠殺後, 直ち に 背部 の 皮膚 に長 さ2 c m の 切創
を加え た . こ れ ら の マ ウス を1群と して , 計4群 の マ ウ ス を室
温24 ℃, 湿 度60 %の 室内 に放置 し た . 屠殺後1, 2, 3, 5 日目
に各群の マ ウス より皮膚試料を採取 した . こ れ らの 皮膚試料中
に お けるI L-10m R N Aの 発現量は , 上 記 の 条件下 で ⅣトP C R法
に より半定量的 に評価 し た . 統計学的検討 はStude nt の t検定を
用 い て 行 い , 危険率5%未満を以 て 有意差ありと した .
Ⅱ . 皮膚創傷治癒過程 にお け る炎症性サ イ トカ イ ン の遺伝子
発現
皮膚創傷治癒過程 にお けるⅠし1 α , Ⅰし1β, IL 6 お よ び T N ト
α の m R N Aの 発 現 を , ⅣトP C R法お よ びIS H法を用 い て評価し
た . 使 用 し た 材料 お よ び 方法 はⅠし10の 場合 と 同様 であ る が ,
受傷後48時間の 皮膚試料 に つ い ても 併せ て 検討 した . P C R サ
イ ク ル 数 は , 表 1に示す各サ イ ト カイ ン に対する プ ライ マ ー 対
を用 い て サ イ ク ル 数の 解 析を行い , 全て の サ イ ト カ イ ン の サ イ
ク ル 数を30 サイ ク ル と した , ま た , 各サ イ ト カイ ン に 対する
m A プロ ー ブ の 作 製 に用い た プ ライ マ ー 対は 表1 に示 した .

























Antis en se* *
Se ns e
Antis en s e
SeIIS e*





β一 aCtin Sen se
Antis ens e
TG G C CA A AGT T C C T G ACT TGT T TG
CAG GT C A T T T A ACC AGTG GTG CT
T TCA AGG AGA GCC GG GT G ACAG
G GT A G G T G T A A G G TGC T A T C T GG
A T G GCA A C T G T T CC G AACTCA ACT
CA G G ACA GGT A T A G A T TC TC CTT T
C G G ACC C C A A A A G A T G A AGG
G GT A T T T TG C G T T GCTT G G T T C T C
CGTG GA A A T G A G A A A A G AGT T G TG C
A T GCT T AGG C A T A A C G C A C T AGG T T
AGCCAGA G T C C T T C AGAGAGA TA CA G
G G T CCT T AG CC A C T C CTTCT G
CT G C TCT T ACTGACTGGC A T G AG
G ACTCA AT ACACA C T G C A G G T G T
CA G C G G GA AGA C A A T A ACT G C A C
GAG GG TCT TCA GCT T C T C A C CC
CAGCCT C T TCTCA T T C CT G C TT G T G
C TG GA AGACTC CTC C CA G G T A T A T
GG C CT CCC TCTCA TCAGT
r
r C
T TGACGGC AGAGAGG A G GTT G A C T
ACTGA A GC CA GCTCTCT C T T C C T C
T T CT TCT T G G GTCAG CACA G A C
G CCCTTG CTGTT CT TCT C TGT
G G CA A TCAGT TC CAG GTCA G T
T TCTACA A T G AG CTG C GT G T G GC
CTCA T AG CTCT TCTC CA GG GA G G A
* , * * Prim ers u sedfor the n ested-PC Rto prepareR N Apr obes with the ad dit o n of T7(*)-andSp6(* *)-R N A
POlym eras epr om otertothe5
.
end･
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成 績
Ⅰ. 皮膚創傷治癒過程に お け るⅠし1 0の 関与
1. K トP C R
健常 マ ウ ス の 皮膚 に お い ても, Ⅰし10mR N Aの 党規 が観察さ
れ た (図1). 損傷部局所 での Ⅰし10m R N Aの 発現量は受傷後に
増加 し, 受傷 後1か ら6時間日に か け て そ の 強 い 発現 が認 め ら
れ た . 受傷 後24時間目ま で に一一 旦 は健常 レ ベ ル にまで 低 下す
る傾向にあ っ たが , そ の 後, 再び 増加する傾向が認め ら れ た.
2 . E LIS A
損傷部局所 に お け るI L-10の 蛋白質 レ ベ ル で の 発現量 の 推移
を図2 に示す. Ⅰし10の 蛋白質 レベ ル は 食傷後3時間日で ピ ー ク
に達 し, 12 から 24時間目 に健常 レ ベ ル に まで 回復 して い た .
そ の 後, 再 び増加 し, 受傷後72時間日 に再 び ピ ー ク に達 して
い た . こ の 蛋白質 レ ベ ル で の 発現量の 推移は mR N Aの 発現 パ タ
ー ン (図1)と 良く相関 して い た .
Tim e afte rin cisio n(hr)
1 3 6 12 24 72 1 4 4 2 4 0
十
十
Fig･ 1･ ⅣトPCR a nalysis of I L-10m R N Ae xpre s sio ndu ring
Cuta n e O u S WOu ndhealing.In cis ed w o u nds w er e m ade o n mice
a ndthe e xpre s sio n of IL-1 0m R N A in skin spe cim e n s w a s
e x a min ed u sing R T-P C Ra sde s c ribed in M ate rials a nd
Methods, T he siz ein ba s epair s ofthe a mplified cD N A
fragm e ntsisindic ated o nthe right. La n eC indic ate sthe
r es ults ofn o r m al mice(control).
0 50 1 0 0 1 50 2 0 0 2 5 0
Time afte rin cisio n(hr)
Fig･ 2･ Tempo rale xpr es sio n ofI し10protein during c utan e o u s
W O u nd he aling. T he pr otein le v elsin skin spe cim e n s w e re
dete rmin ed u sl ng E LIS Aa sde s c ribed in M ate rials a nd
Methods･ The re sults repre s e nt the 更 ± S E Mof 5micepe r
gro up. T he data of O hr a氏e rin cisio n repr e s ent the r e sults






Fig･4･ E 飴cts of anti-IL･10tr e atmenton mR N Ae xpr es sio n of
pr oinfla m m ato ry cytokin e s a nd che m okine s. M ic e w e r e
tr e ated with eithe r a nti-Ⅰし10a ntibody o r c o ntr oI IgGl
(50/Lg/day)byhypodermicirtie ctio nintothe proxim alpartof
the w o u nd m a rgin. Tbe mRN Ae xpre s sio n ofthe cytokin e sin
Skin spe cim e n s w a s ex amin ed 6a nd72 hr afterincisio n u slng
R TP C Ra sdes cribed in Materials a nd Methods. The siz ein
ba s epalrS Ofthe a mpli五edcD N A 丘
･





































6hr 7 2 hr
Fig･ 5･ E ffe cts ofa nti
-Ⅰし10tre atm ent o nthe e xpr e s sio n of
Pr Oinna m m ato ry cytokine s a nd che m okin e s. T he pr otein
lev elsin skin spe cim e n s w e re dete r mined using E LIS Aas
de s c ribed in M aterials a nd Methods･ T he re s ults repre s ent the
更 ± S E Mof 5mic epergro up.E], C O ntr Ol; 田 , a nti-Ⅰし10











Fig.3. In situ hyb ri diz ato n ofI し10mRNA(A, B)and im m u n o staining ofIし10protein(C, D)during c uta n e o u s w o u nd healing.(A)1 hr
a血e rin cisio n. Po sitivehybridizatio n signalsfo rII/10m R N Aw e redete cted in epide r m alc ells(a n
･OW S)ofthe w o u nd m argin (W M).(B)3
days a允e rincisio n. T WodifEtre nt ty pe s ofinBltrating m o n o n u cle ar c ells(M N Cs) (a rro w s and arrowbe ads)sho w edpositiv ehyb ri diz ato n
Signals, pr Ob al)1y m a crophage s and lympho cYte S, r e Spe Ctiv ely. (C)3 hr a丘e rin cisio n. Epide r malc ells(a rro w s)w e reim m u n or e a ctiv efo r
a nti-ILrlO antibody.(D)3 days afterin cisio n. Tw odi 蝕r e nt types of M N Cs(arT O W a nd ar rO Whead), Which c o rre spo nded withtho se ofI し
10mR NjLpo sitive cells, We reim m u n o stain ed. Bar 芸 30fLm 仏, C). Ba r= 2 0/Ln (B,D).
Fig･6■ Histologicalevalu atio n ofc utan eO u Salte ratio n sfo1lo wingthe anti-II:10tre atm ent. (A)6 hr aRe rin cisio n, u ntr e ated. (B)6 hr aRe r
in cisio n, anti-IL lOtre atme nt. (C)72 hr afte rincisio n, u ntre ated. (I)72 hr afte rin cisio n, a n也一II;10tr eatm e nt. Fiv e mic ein e a ch gro up
W e re eX amin ed andrepre s entativ e res ults血
･
O mindividualmicea re sho w n. H E. Bar之 25 0fL m 仏,B). Bar三 40fL m (C, D).
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3. IS H
健常 マ ウ ス 皮膚 に お い て も, 表皮細胞 にⅠし10mR NA の 陽性
所見が観察さ れ た が , こ れ ら の 陽性所見は , 創傷治癒過程 にお
い て も常 に表皮層に観察さ れ た , な お , セ ン ス 鎖の プ ロ ー ブ を
用 い た 陰性村照 で は有意な シ グナ ル は 認め られ なか っ た .
受傷後1時間目で は, 創緑 近傍 の 表皮層 にⅠし10m R N Aの 強
い シ グナ ル を認め た (図3A). 受傷後1 か ら3時間日 に か けて 組
織間質の 浮腫が著明と な り, 6 か ら12時間日 で は損傷部位 に多
核白血球 (好中球) の 浸潤 が認 め られ た が, こ れ ら 多核白血球
ではⅠし10m R N Aの シ グ ナ ル は陰性であ っ た .
受傷後24 か ら72時間日 に か けて , 炎症細胞 の 主体は大型単
核球(単球/マ ク ロ フ ァ ー ジ) と な っ た . 72時間目で は , 大型単
核球や小型単核球 (リ ン パ 球) の 集族が著明 と な り, 表皮細胞
は増殖 し表皮層 の 肥 厚 が認 め られ た . こ れ ら の 単核球や表皮細
胞にⅠし10陽性所見が観察 され た (図3 B).
受傷後144時間 日で は 肉芽組織形成 が著明であり, 紡錘形細
胞(線維芽細胞) の 集族や 血 管新生 を 認め た が , こ れ ら細 胞に
陽性所見 は認 め ら れ なか っ た . 創 は受傷後240時間目 に , 再生
した表皮細胞に完全に被 わ れ た.
4 . 免疫組織化学
免疫染色 にお けるⅠし10の 局在は , 表皮 細胞お よ び受傷後に
創緑 に集族する単核球 に認 め ら れ (図3 C, 3 D), ISH法 に よ る
IL-10m R N Aの 局在 が 観察 さ れ た細胞 と同様で あ っ た . な お,
陰性対照 と して 行 っ た 吸収試験に お い て は , 有意な シ グナ ル は
認め られ な か っ た .
5 . Ⅰし10中和抗体 の 投与効果
Ⅰし10の 発現に2 つ の ピ ー ク (図2)が 認め られ た こ と か ら, Ⅰし
10中和抗体 の 投与効果を受傷後6お よ び 72時間日に お い て判定
した. コ ン トロ ー ル 群と 比較 した場合 , 中和抗体投与群で は受
傷後6 お よ び72時間 にお い て , T N F- α 以 外 の サ イ トカ イ ン の
mR NA発現量 が著明に増加 して い た (国4). E LIS A法 に よ る検
討で は , 中和抗体投与群 で全 て の サ イ トカ イ ン の 発現量増加が
認め ら れ た (図5).
H E染色 によ る 組織像を図6 に示す . 受傷後6時間目 で は中和
抗体投与群で多数の 好中球の 浸潤を認め , さ ら に組織間質の 浮
腫が著明であ っ た ( 囲6 B). 受傷後72時間目 で は , コ ン ト ロ ー
ル 群で創洞内に マ ク ロ フ ァ ー ジ を主体 とす る 炎症細胞が散在 し
て認め られ た が (図6C), 中和抗体投与群で は 炎症細胞 の 浸潤
が強く, 依然 と し て 好 中球が多数観察 さ れ た (国6 D). 組織切
片上 に お け る こ れ ら 炎症細胞数 を評価 し た結果 を表2 に示す
が, 中和抗体投与群で好中球, マ ク ロ フ ァ ー ジ数 と も に有意
(p<0.05)な増加が認め られ た .
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1 . 受傷後早期 にお けるⅠし10mR N Aの 半定量的評価
受傷後0 か ら180分 にお ける皮膚損傷部 で のⅠし10m R M の 経
時的発現 を, ⅣトP C R法 で解析 した 結果 を図7, ｣ こ れ ら の 結果
Tim e afterin cisio n(min)
C O 5 1 530 6 0 1 8 0
lL-1 0
β- a Ctin
Fig･ 7･ RTIP C Ran alysis of II]10m R NA expre ssio ndu ringthe
e arly pha s e of c uta n e o u s w o u nd healing ln mic e. T he
expr es sio n of IL lOm R N A in skin spe cim e n s w a sex amin ed
u singR71PC Rasdes cribed in Materials and Methods. I.a ne C
indicatesthe res ults ofn o r m almic e(c o ntr ol).
0 5 0 1 0 0 1 5 0 2 0 0
Tim e afte rincisjo n(min)
Fig, 8. Tim e-depe nde nte xpre ssio n of II;10mR N A duI
･ingthe
e a rly pha s e ofcuta n e o u s w o u nd he aling. The r atio of Iし1 0to
i9 -aCtinba nd inten sity(Fig. 7)wa sdete r min edat the s u rvi al
time u sing Ma cinto sh de n sito m etry pr ogra mNI H Im age. The
re s ults repre s e nt the更 ± S E Mof 5micepergr o up.
*
p <0.05
(v s. c o ntr ol).
Table 2･ Nu mber of infiltratlng ne utrOPh ils and m acr ophages in the in cis ed w o u nd are a of mice with a nd
Witho ut anti-I L-10 tre atm ent
Anti-I L-1 0 Tim e after Nu mbe r Nu mberof Nu mber of

















25 2 ±3 6
713±219
76 ±29
331± 147]* * ;;≡;:]*
The res ults r epr es e nt the意 ±S D. N E, n Ot eX arnin ed. *P< 0.0 1. * *♪<0.05.
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を半定量的 に評価 した もの を囲 鋸二示す. Ⅰし10m R N A発現量
は受傷後15分目 か ら急激に増加 して おり , 1時 間日 で ピ ー ク に
達 して い た . 健常皮膚 で の 発現量 と 比 較す る と , Ⅰし1 0m R NA
の 有意 b< 0.05) な 増加 は受傷後30 か ら180分に お い て認 め ら
れ た.
なお , 予め 画像解析用プ ロ グラ ム NI H Im ageの 定量性 に関 し
て 検討を行 っ た が , N IH Imageに よ るP C R増幅産物の バ ン ド強
度 の 定量値は , 鋳型 D N A量お よ び P C R サ イ クル 数を良く反映
し てい た . また ∴ ル10mR 甑 レベ ル が ピ ー ク に達す る 時間(受
像後1時間) に採取 した皮膚試料を用 い て サ イ ク ル 数 の 解 析 を
行 っ た が , Ⅰし10, β一 ア ク チ ン と もP C R増帽反応 はプラ ト
ー に
Po stm ortem interval(day)
0 1 2 3 5 7 9 1 1 1 3
β- a Ctin
Fig. 9. Dete ctio n ofP-a Ctin mR N A 血
-
O m Skin specim en swi th
po stm o rte m p11trefa ctio nby ⅣトP C R. Fo u rte e n mic e witho ut
in cisio n w e r e s ac riBced a nd pla c ed in a n air c o ndito n edro o m
(te mpe ratu re24 ℃). ¶1 e Skin spe cim e n s w er e ex cis edo ndays
Oto 13a ndthe e xpre ssio n of J?-a Ctin mR N Aw a s e x a mied
u singRTIP C Ra sde scribed in M ate rials and Methods,







Fig. 10. R T-P C Ra n alysis of I L-10m R N Ae xpr e s sio nfr o m
Putr e魚ed skin spe cim e n $. M ic e w e re s ac ri丑ced atO,3 0,60and
180min afte rin cisio n. Apo stm o rte min cisio n w a salso m ade
O n Separate mic e afte r s ac ri且ce. T he s e mice w e repla c edin a n
air c o ndition ed room . Atl,2, 3 a nd 5 dayspo stm o rte m,the
Skin spe cim e n s w e r e ex cised a ndthe e xpr essio n of I L l O
mR N Aw a s ex a mied u sing RTIP C Ra sde s cri bed in M ateri als
and Methods. LA n eC and lan eP indic atethe re s ults ofn o r mal
mice a nd tho s e ofpo stm o rte m-in cis ed mice, re SPe Ctiv ely.
達 し て お らず, サ イ ク ル 数の 増加 に伴 っ て 反応産物 が増加 しう
る状態 にあ っ た .
2 . 死 後変化 の 進 ん だ 皮膚組織 か らの ノラ- ア ク チ ン m R N Aの
検 出
/? - ア クチ ン m R N A由来の R T P C R法 に よ る増幅産物 は , エ チ
ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド染色を施 した ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で , 屠殺後11
日 目まで検出可能 であ っ た (図9). しか し, 屠殺後 の 経過 日数
とと もにP C R増幅産物量 は徐 々 に減少 した .
3 . Ⅰし10mRN Aの 生 活反 応 の 指標 と して の 可 能性
図7 に示 したⅠし10mR N Aの 発現量に関する傾向は , 屠殺後5
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Po stm o rte minterv aL(day)
Fig. 11. Tim e c o u rs e of II:10m R N Aexpre ssio ndu ring the 5
-
day po stm o rte minte rv al. T he ratio of II:10to Iク
ーa Ctin ba nd
inte n sity(Fig. 10) w a sdeter min ed at e a chtim epoint. T he
r e sults r epre s e nt the官 Of 3mic epe rgr o up.
0, C Ontr Ol;○,O min po st-in cisio n; △ ,30min po st-in cisio n; ▲ ,
60min po st-in cisio n; n 180min po st-in cisio n;温,pO Stm O rte m
da m age.
*
p< 0.05(vs, C OntrOl).
Tim e afte rin cisio n(hr)
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IP C Ranalysis ofmR N Aexpr es sio n ofproinfla m mato ry
cytokin e sdu ring c uta n e o u s w o u nd he alingin mic e. The
m R N Ae xpr e s sio n of the proin 鮎m m ato ry cytokin e sin skin
spe cim e n s w a s e x a mied u sing R T-PC Ras de s c ribed in
M ate rials a nd Methods. T he siz ein bas epairs of the a mpliBed
cD N A fragm e ntsisindic ated onthe right. hn eC indic ate sthe
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Tim e afterin cisio n(hr)
Fig.13. Tim e-depende ntexpre ssio n ofm R N A forproinflam m atOry CytOk ine sdu ringc uta n e ou s w o u nd healing.
′
me r atio ofcytokin eto /?
-
acth band inte n sity(Fig. 12)w asdete rmin ed at the su rvi altim e. ¶l e re S ults repre s ent the 更 ± S E Mof 5mic epe rgro up. T he data of O
hr afte rin cisio n repr es e nt the re sults obtain ed &o m n o r m almic e.(刃Ⅰし1α ,(B)Ⅰし1Iヲ ,(C)IL･6,(D)T N F- a .
り ､‥こ ,
寧 ; 甲












Fig. 14. In situ hyb ri diz ato nofmR N A forproinflam m atOry CytOkin e sduringc uta n e ou s w o u nd he aling.(A)12 hr aAe rin cision u singT N F-
α antisen s eprobe. Arro w sindic ate polym orpho n u cle ar cells, PrObably n e utr ophils. (B)3 days afte rin cision u singI し1′9 a ntise n s e
probe. ArT O W Sindic ate relativ elyla rge m o n o n u cle ar cells, pr Obably m ac rophage s. (C)6 days afte rin cisio n usingIし6a ntis en seprobe.
Amo w sindicate spindle･Shaped m e s en chym alc ells, prObably五br obla sts. (D)6 days afte rincisio n u singIし1α a ntisen s eprobe . Po sitiv e
Signals w er edetected inthe epide r m allaye r(E P)andthegr an ulatio ntis su e(G R). Bar= 20/L m (A,B,C). Bar = 50/Lm (D).
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っ た (囲10) . 屠殺後5 日間に お け る皮膚試料中のⅠし10mR N A
を単発量的 に評価 した 結果が図11 で ある. 屠殺後 の 各種過 日
数 に お い て , 健 常 皮膚 で の 党規量 と比較 し た 場合, I L-1 0
mR N Aの 有意 (p < 0.05) な増加は食傷後30か ら180分の 損傷皮
膚に関して , 屠殺後3 日 日まで 認め ら れ た. Ⅰし10/′ト ア ク チ ン
比は , 屠殺磯3 日目まで経過日放と とも に 増加 す る傾向にあ っ
た が , 死 後損壊 に お い て は健常皮膚と比べ ても有意な増加 は認
め なか っ た .
Ⅱ . 皮膚創傷治癒過程 にお ける炎症性サイ トカイ ン の遺伝子
発現
1. R r P C R
各サ イ トカイ ン の mRNA由来の P C R増幅産物は , 受 傷後240
時間以内の 全て の 時間に お い て検出さ れ た (囲12). 健常 マ ウ ス
の 皮膚に お い て は , 特 に, Ⅰし1 α とT N F- a m R NAの 強 い 発現
が観察さ れ た . 食 傷後, 損傷部局所 に お け る サ イ トカ イ ン の
m R N A発現量 の 増加 が認 め ら れ た . 図13 に こ れ らの 党規量の
変化を半定量的に 評価 した結果を示す. 全 ての サ イ トカ イ ン の
mR N Aレ ベ ル は食 傷後, 比較的急激に増加 し , Ⅰし6 は受傷後6
時間目, Ⅰし1 α , Ⅰし1′ヲ , T N F- α は 食傷後48 か ら72時間目に
かけ て ピ ー ク に 達 して い た. こ れ ら各サ イ トカ イ ン の m R N A発
現 レ ベ ル は, 受傷後240時間目 に は ほぼ 健常の レ ベ ル にま で 回
律 して い た .
2 . IS H
健骨 マ ウ ス 皮 膚 にお い て , 表皮細胞 にI L-1 α , Ⅰし6 お よ び
T N F- α m R N A 陽性所見が観察さ れ た . しか しな が ら, Iし1,?
皿R N A由来の 陽性所見 は表皮層 お よ び真皮層 に は認め ら れ な か
っ た . 受傷後早期 に は損傷部に遊走する多核白血球 (好中球)
にI し1α , II,rlJ? , T N FL α mRNA陽性所見(囲14A), さ ら にそ
れ 以 降で は , 大型 単核球 (単球/マ ク ロ フ ァ ー ジ , 図14B) お よ
び紡錘形細胞(線維芽細胞, 図14 C)に全 ての 炎症性サ イ トカ イ
ン の シグ ナ ル を認 め た . また , 再 生 する表皮細胞にもⅠし1 α ,
Ⅰし6, T N F- α の陽性所見が観察 され た (図14 D).
考 察
Ⅰし10 は m 2細胞より産生 され るサ イ ト カイ ン と して 同定 さ
れた が7), マ ウ ス にお い て は Th 2細胞 に加 え て B細胞, マ ク ロ
フ ァ ー ジ , ケ ラ チ ノ サ イ ト, 肥満細胞で産生さ れ る こ と が 報告
され て い る
8)
. 本研 究で は マ ウ ス 皮膚 の創傷治癒過程 にお け る
Ⅰし10 の局在 は, ISIi法お よ び 免疫染色によ り表皮細胞 およ び損
傷部 に集族す る単核球に観察され , 従来の 報告8)と 矛盾せ ずⅠし
10 が損傷部局所で 産生され る こ とが 示さ れた . な お, 好中球が
Ⅰし10 を産生 す る と い う 報告もある が ㈹ , 皮膚 の 創傷治癒過程
で は好中球がⅠし10 の産生 細胞である こ とを支持する成績 は得
ら れなか っ た. 一 方 , 僚常 マ ウ ス 表皮細胞 に お い て もⅠし10の
局在が 観察されたが , 皮膚 は常に外界から紫外線 な ど によ る 刺
激を受 け る た め , IL-10 が皮膚の 恒常性 の 維持 にあた っ て い る
もの と 考えられ る41).
本研 究の 最も興味深 い 成横の 一 つ は, 損傷部局所 に お け る
I L lO の経時的発現畳の推移である . すな わち , Ⅰし10蛋白は受
傷後急激 に増加 し3時間目 に ピ ー ク に 達 した衡 一 旦 は減少 し
たもの の , 72時 間日に再び ピ ー ク に達 した所見 であり, 】¶R N A
の発現様式も蛋白質レ ベ ル の それ と 良く相関 して い た . 受傷後
3時間日 の ピ ー ク は 表皮細胞で の ル10産生, 72時間目の ど ー ク
は表皮細胞 に加えて , 損傷部 に集壊す る単核球で のⅠし10産生
を 反映 して い る もの と 考 え ら れ る が , 食傷 後3時間目は損傷部
に遊走す る好中球が徐 々 に増加す る炎症期 の 早期 , 72時間目は
マ ク ロ フ ァ ー ジ の 集族 が 最も著明となる炎症期 の 極期 に相当す
る . こ の 炎症期 にお け る2つ の 異なる相 の各々 でⅠし10の ピ ー ク
が 認め ら れ た こ と に 基 づ き, 抗 炎症性 サ イ ト カ イ ン と して の
IL-10の 生 物学的役割を よ り明確 にする た め , Ⅰし10の 中和抗体
を損傷部局所 に投与 し, その 効果を受傷後6 お よび72時間目 で
判定 し た.
受傷後6時間目 で は, Ⅰし10中和抗体投与群 で創洞内 に好中球
が多数認 め ら れ , 損傷部 で炎症性 サ イ トカ イ ン (Ⅰしり , Ⅰし6,
T N FIEr) とC-C ケモ カイ ン (M C P-1, M IP-1 α) が過剰 に党規し
て い た . 炎症部位 に遊走する好中球 は局所で様 々 なサ イ トカ イ
ン を産生 し, 炎症反応 に お い て 重要な 役割を担っ て い る4 2). ‡し
10自体は好中球 の 走化性 に殆 ど影響 を与えな い と さ れ る が 43),
好中球か らの MIP-1 α やⅠし1′プ, ¶ ト α の 産生 を抑制する
44〉4 5)
マ ウ ス にお い て M IFl α は強力な好中球の 走化性因子であり6)咽,
I L l
′
ヲとT 川トα も接着分子や ケ モ カイ ン の 産生 を促進 し, 間接
的に好中球 の 遊走 に関与 して い る
47)
. 従 っ て , 受傷後3時間目
に認 め ら れ たⅠし10の ピ ー ク は, 創傷 治癒過程 の 炎症期早期 に
お い て, こ れ ら サ イ トカ イ ン の 産生 を抑制す る こ と によ り無秩
序な好中球 の 遊走を防止 し, 炎症 反応 を制御 して い るもの と考
えら れ た.
一 方 , 好 中球 のⅠし6, M C P-1産生 能 に関 し ては 一 定の 見解が
得ら れ て い な い が 25) 珊4 2), 血 管内皮細胞や線碓芽細胞は こ れ ら
の サ イ ト カイ ン を 産生 す る こ と が 報告 され て い る 48)
､ 5【)
. しか
し, Ⅰし10 は血管内皮細胞 か らの Ⅰし6, M C P-1産生 を促進する と
い わ れ てお り48), ILlO中和抗体投与後の 受傷後6時間目 にⅠし6,
M C P-1の 過剰発現が認め られ た こ と は , 少なく と も炎症期早期
にお い て は , 血管 内皮細胞が こ れ らサ イ トカイ ン 産生 の 主座で
はな い こ と を示唆 して い る. Ⅰし1
′
ヲお よ びT N FⅧ は線椎芽細胞
か ら のⅠし6, M C P-1産生 促進作用 を有す る こ と か ら49)50), 中和
抗体投与時 のI し6, M C P-1の 過剰発現 はIIJl/?や T N F- a の 発現
克進を 反映 して い る と も考え ら れ る . ま た, ケ ラチ ノ サ イ トも
Ⅰし6, M C P-1産 生能を有 して お り, そ の 関与 に つ い て も否定出
来な い 25)説)
さ ら に , 生体 内に お け る 炎症反応 に は血 管透過性 の 克進を伴
うが , 本研究 の 結果か らIL-10が 血 管透過性 に関与 して い る こ
と も示唆 さ れ た . 一 般 に 血 管透過性冗進 に は, ヒ ス タ ミ ン や セ
ロ ト ニ ン , プ ロ ス タ グラ ン ジ ン E2, プ ロ ス タサ イ クリ ン , 血′ト
概括性化因子 な ど が 関与 し てい る. Ⅰし り お よ び T N F用 は プ ロ
ス タ グラ ン ジ ン E2, プ ロ ス タ サ イ ク リ ン , 血 小板活性化因子の
産生 を介 した 血 管拡張作用や 血 管透過性克進作用を有 し て お
り47), ま た , リ コ ン ビナ ン ト M C P-1, M IP-1α 投 与が ヒ ス タ ミ
ン 放出を介 して組織間質の 浮腫を増強 させ る こ とも報告さ れ て
い る
46)
. さ ら に , IL-10ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス で 炎症反応 を誘発
する と著明な組織 の 浮腫を生 じ51), 遅延型過敏症反応に お い て




型過敏症反応 で の Ⅰし10 の 血管透過性 の 抑制作用 に は局所 に お
ける¶-1 サ イ トカ イン (Ⅰし2, イ ン タ ー フ ェ ロ ンー γ) の発現 レ ベ
ル の 減 少が 関与 して い る と される 11). 従 っ て , 皮膚創傷治癒過
程 に お い て も, IL-10 が 血管作動性因子の 発現抑制を介 し て ,
間接的 に血 管透過性を制御 して い る可能性 が示唆され る .
受傷後72時間日 に お い て 注目す べ き成横 は ! 中和抗体投与
によ り創洞内 マ ク ロ フ ァ ー ジ数 が増加 して い た こ とで ある . 今
創傷治癒に お けるⅠし10の 発現 と法医学的応用
回検討 し た炎症性サ イ ト カイ ン お よ び ケ モ カ イ ン は マ ク ロ フ ァ
ー ジよ り産生 さ れ , IL lO がマ ク ロ フ ァ ー ジ か ら の 炎症性サ イ
トカ イ ン 産生 を抑制す る こ と は よ く知 ら れ て い る
5 2)5 3)
. ま た,
Ⅰし10 は リ ボポ リ サッ カ ライ ドやIL lノ9 に よ り活性化 され たマ
ク ロ フ ァ
ー ジか らの M C P-1 や M IP-1 α 産生 を抑制す る こ と も示
され て おり
4 9)54)55)
, 実際 にⅠし10中和抗体投与で全て の サ イ トカ
イ ン の 過剰発現を認 め た . M C F lや M I F lα は マ ク ロ フ ァ ー ジ
に対す る走化性因子 であり6)46), 皮膚 の 創傷治癒過程 に お い て
も マ ク ロ フ ァ ー ジ の 走化性因子 と して の 重要性が指摘 され て い
る こ と か ら
24 卜 26)
, 中和抗体投与 に よ る マ ク ロ フ ァ ー ジ 数の 増
加は こ れ ら ケ モ カイ ン の 過剰発現が理由の 一 つ と考え られ る .
マ ク ロ フ ァ ー ジは 創傷治癒過程 にお い て非常 に重要 な役割を
果た して お り
56)
,
マ ク ロ フ ァ ー ジを創傷部 の 皮下 に実験的 に注
射す る こ とで , 治癒 が促進 され る と の 報告
57)が ある 一 方, 主に
マ ク ロ フ ァ ー ジで 産生 され るT N F- α が 過剰発現 し た場合 には ,
組織壊死 や 浮腫の 増強, コ ラ ー ゲ ン 重合成阻害に基づく肉昇級
織の 形成阻害 な どに よ っ て 創傷治癒 が遅延する こ と も知 ら れて
い る
58ト 60)
. 従 っ て 正 常 な創傷治癒過程 で は , マ ク ロ フ ァ ー ジ
にお けるサ イ ト カイ ン 産生 は 巧妙 に制御 され て い る もの と考え
ら れ る が , 本研究 か ら , 創傷治癒過程 に お い てⅠし10 がマ ク ロ
フ ァ ー ジ の 遁走を抑制 し, さ ら にそ の サ イ トカ イ ン 産生を 制御
する重要な因子であ る こ とが 強く示唆 され た . なお , 依然 と し
て中和抗体投与群 で創洞内 に好中球 が多数認め られ た こ と は,
中和抗体 の 投与 に より炎症反応が遷延 した結果 と見なす こ と も
可能であ る . また , Ⅰし10 が リン パ 球 の 走化性 に及 ぼす影響 は
今回検討 して い ない が , MC P-1, M IP-1 α の 産生抑制を介 して
T リン パ 球 の 浸潤 を制御 して い る可 能性も考えられ る61)62)
以 上 の 検討結果より, 皮膚 の 創傷治癒過程 に お けるⅠし10の
関与が 明ら か と なり , 特 に, Ⅰし10発現 に2つ の ピ ー クが 存在す
る こと は , 各 々 が好中球お よ び マ ク ロ フ ァ ー ジ の 浸潤お よ びそ
の 機能の 抑制と密接 に関連 した, 過剰 な 炎症反応を抑制する た
めの 合目的な 生体防御反応である と考えら れ た .
さ て, Ⅰし10の 蛋白質 レ ベ ル で の 増加 に先立 っ て , 受像後1時
間目 にお い て 既 にⅠし10m R N Aの 強い 発現が 認め られ たが , こ
れを法医学的な観点か ら捉え直 し , II/10m R N A が法医学実務
にお け る生 前の 損傷と 死 後の 損壊 とを鑑別する 上 で の 鋭敏 な指
標と なりう るの で は な い か と 考えた . そ こ で , 損 傷部局所 に お
けるⅠし10m R N A発現量 の 推移を死後変化 の 影響も含め て詳細
に検討 し た. mR N A に対す る死 後変化の 影響 は現在まで全く検
討さ れ て い な い が , こ れ は m R N A は死後比較的速や か に 内在件
の R Na s eな ど によ り低分子化 され る と い う推測 に基づ い た もの
と 思 わ れ る . しか し な が ら , こ の 推 測 に 反 し , ′′? - ア ク チ ン
mR NA は本研究の R T P C R法の 条件~Fで屠殺後11日 目 まで検出
可能であ っ た . 法医学 に お い て取 り扱う異状死体は様々 な 環境
条件 下 で 発見 さ れ , そ の 死 後変化の 程度も様 々 で あ る た め ,
m R N A に対す る死 後変化 の 影響を種 々 の 環境条件 下 で 検討
する必要が あ る が , 少 なく と も 一 般 に 考え ら れ て い る 以 上
に , m R N A が 死後変化 に対 して 抵抗性を有 し て い る こ と が
示さ れ た .
本研究で はⅠし10mRN A発現量の 推移に つ い て, R T P C R法に
よりβ- ア クチ ンを内部標準物質と して 半定量的 に評価した が ,
一 般 に は mR N A発現量をR T P C R法を用 い て より正 確 に測定す
る た め に は, 段 階的に 希釈 した競合鋳型 RNA との 増 幅産物量
を比較す る競合ⅣトPC R法63)が 望ま しい . しか し, 法医学 にお
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い て 対象となる試料 は多くの 場合, 死 後変化 の 影響下 にあり ,
Ⅰし1 0 とノ
′? - ア クチ ン 発現量 を比較す る方法 は, 各 々 の m R N A に
対す る死 後変化 の 影響が互 い に相殺され る た め, 法医学実務 へ
の 応用を考えた場合に は非常 に有用と考える . ま た, 画像解析
用 プ ロ グ ラ ム NI H lmage に よ る P C R増幅産物の バ ン ド強度 の
測定値 は鋳型 D N A量を良く反映する こ とが 既 に報告 さ れ て い
るが 糾)
, 本研究の 条件下 に おい て も良い 相関が得 ら れ た.
I L lOmR N A は受傷後15分日 より急激 に増加 して お り, 健常
皮膚 にお け る発現量 と比較 した場合, 有意 な増加は受傷後30
か ら 180分 にお い て観察 され た . さ ら に, こ の 傾 向は屠殺後5
日 間放置 し た マ ウ ス の 皮膚試料 か ら も検出可能 で あ っ た .
Oehmiche n
65)は損傷部 にお ける形態学的ある い は生化学的 な現
象 を, 受傷後経過時間や 生 活反応 の 新た な指標と して用 い る場
合, 以~Fの 3 つ の 要件を満たさねば な ら な い と して い る . すな
わ ち, そ の 現象が 時間に依存 して い る こ と, 死後変化の 進 んだ
試料か ら も測定 ･ 検出が 可 能で ある こ と, 死後に お い ても時間
依存性が保 た れ て い る こ と , の 3要件 で ある . Ⅰし10m R N Aに
関 して は こ の 条件を完全 に満た して い た . I L lO/β- ア ク チ ン 比
は屠殺後3日 目ま で上 昇する傾向にあ っ た が , こ れ は個体死の
後も細胞 レベ ル で はI L lOm R N Aの 誘導が継続 して い る た め に
生 じたもの と考え られ る
6)
. この 上 昇傾向は, 屠殺直後 に死後
損壊を作成 した マ ウ ス 皮膚 にお い て も同様 に認め られ た が , 死
後損壊 と健常皮膚とを比較 した場合, Ⅰし10皿R N A発現畳 の 有
意 な増加 は認 め ら れ な か っ た . こ れ ら の 成 績 か ら , I L-1 0
mR N ん発現量の 増加が 生 活反応を反映する鋭敏 な指標となりう
るもの と考えら れる .
実際の 法医損傷検査 へ の 応用 と して は , 皮膚 の 損傷部位お よ
び そ の 部位 より やや 離れ た健常皮膚で のⅠし10m R N A発現量を
比較 し, そ の 増加が認め られ た場合 に生前の 損傷 であ る可能性
が高 い と 判断 され る . 損傷部位 より離れ た 部位 の 健常皮膚 は ,
手引寡部位と同程度の 死 後変化を有 してい るた め , 内部対照と し
て有用であるが , 実務へ の 応用を 目指 して , 受像 後礎過時間の
明 らか な損傷皮膚 を試料と して , さ ら に検討を重ね る必要があ
る. その 際, Ⅰし10mR N A が受傷後12 か ら24時間目 に か け て,
一一仙-･旦 は健常 レ ベ ル にまで減少 して い る こ と に つ い て の 充分 な注
意が 必 要で あり, 今回の 検討結果は , 免疫組織化学的な手法を
用 い た研究が 主体で あ っ た従来の 法医損傷論 の 研究分野 にお い
て, 新た な 展開をもた らす成績である と 考える.
さ て, 炎症性 サイ トカ イ ン で あ るⅠし1, Ⅰし6 や T N F- α に関 し
て は, マ ウ ス に切 創を作成し たモ デ ル を用い た検討 で , そ の 免
疫組織化学的な局在や E LIS A法 に よ る才員悔部局所に お け る発現
量の 推移が受傷後経過時間の 指標 と な りうる 可 能性が指摘 され
て い る
:i:う)
. ま た , 法医剖検例 より採取 した 損傷皮膚 を用 い た検
討に お い て も, Ⅰし1 α の 免疫組織化学的な局在が受傷後経過時
間の 指標 と して 有用で あ ると い う 報告が な さ れ て い る
3 4)
. そ こ
で , こ れ ら の 報告 を受けて , 炎症性サ イ ト カイ ン の 遺伝子発現
を受傷後援過時間推定 の 指標と して応用す る た め の 基礎的な成
績 を得 る目的で , マ ウ ス 皮膚創傷治癒過程 にお けるⅠし1, Ⅰし6
お よ び T N F- α m RN A発現量の 推移お よ び組織切片上 にお ける
局在 を検討 した .
Ⅰし1 は, 免疫, 炎症, 造血 , 内分泌 , 脳神経系 な どにお ける
様 々 な生体反応 に関与 して おり, 等電点 の 遠い か ら α 塑と β型
に分類 さ れ て い る
2)
. Ⅰし1の 生物活性 と して , マ ク ロ フ ァ ー ジ
か ら のⅠし6 やT N F- α の 産生 誘導, 線維 芽細胞や ケ ラチ ノ サ イ
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トの 増殖促進 な どが 知 られ て い る . こ れ ら の 生 物活性 を介 して
Ⅰし1 は創傷治癒 にも深く関わ っ て い る と考え られ , 実際, 皮膚
の 損傷部や藩出液中 にお けるⅠし1 レベ ル が 上昇 して い た と する
報告も多い 6 乃
､ 69)
. 本研究 で は, R r P C R法で健常 マ ウ ス 皮膚 に
Ⅰし1 α m R N Aの 強い 発現が 認め られ た が, 受傷後は む し ろⅠし1
β m R N A発現量 の 増加 が顕著であり, Ⅰし1β m R N Aの ピ
ー ク
が 認め られ た 受傷後72時間目 で , 大型単核球 (マ ク ロ フ ァ ー
ジ) にⅠし1β m R m の 強 い 陽性シ グ ナ ル が 観察さ れ た ･ 単球や
マ ク ロ フ ァ ー ジ は刺激を受ける と王し1 α より もⅠし1ノ9 を多く産
生する こ とが 示 され て い る が
70)
, 皮膚 の 創傷治癒過程 にお い て
も マ ク ロ フ ァ ー ジ より産生さ れ るⅠし1βが 重要 な役割 を果 た し
て い る と考えら れ た . 一 方 , Ⅰし1 α m ⅣJA陽性 シ グ ナ ル は , 過
去の 報告7りに 一 致 して 健常皮膚, 損傷皮膚とも表皮細胞 に特 に
強く認め られ , さ ら にリ コ ン ビ ナ ン トⅠし1 α 投与が 表皮再 生を
促進した と い う報告もなされ て い る こ と か ら
72)
, I L lα は皮膚
の 恒常性の 維持お よ び 表皮 の 再生と密接 に関連 して い る もの と
思われ た .
Ⅰし6は, B細胞 の 抗体産生紳胞 へ の 最終分化を誘導す る因子
と してそ の cD N A が クロ ー ニ ン グ され た物質であ る が , 免 疫応
答の み な らず急性期反応や造血 , 脳神経系 の 細胞増殖 や分化な
どに も関与 して い る3). 皮膚 の 創傷治癒に関連 して , M ate oら
73)は浸出液中のⅠし6の レベ ル は受傷後12時間日 にお い て ピ ー ク
に達 した と し, そ の理 由と して浸出液に含まれ る好中球 に よ る
Ⅰし6の 産生を挙げて い る が , 今回の 検 討で は多核白血球 にⅠし6
mR N Aの 陽性所見は認 め られ なか っ た . 受傷後早期 で は 表皮細
胞 にの みIL 6mR N Aの 陽性所見を認 め た こ とか ら , 受傷 後6時
間冒 に お けるⅠし6 mR Mの 発現量 の ピ ー クは 主に 表皮 にお ける
I L 6m R N A の発現 の 増加を反映 した もの と考え た が , こ れ は
Ⅰし1 や T N トα の ピ ー ク が 受傷後4 8 か ら72時間目 にか けて 認め
ら れた こと と 対照的であ っ た . Ⅰし6の 急性炎症を制御する因子
と して の 重要性 は既 に指摘 さ れ て い るが74), 皮膚 の 創傷治癒 に
お い て もオ ー トク リ ン や パ ラク リ ン な どの 作用機序 を介 し て炎
症反応を制御 して い る可 能性 が示唆され た . しか しな が ら, IL
6 の中和抗体 の投与 が創傷治癒 に全く影響を及ぼ さ な い と す る
報告もあり
75)
, Ⅰし6も他 の サ イ ト カイ ン と 同様 に 一 連 の サ イ ト
カイ ンネ ッ トワ ー クと複雑に絡ん で い るもの と 考え られる .
T N トα は , 腫場 部位 に出血性壊死を誘導す る国子 と し て見
出されたが , 最近で は 炎症 を通 した生体防御機構 に広く関 わ る
サ イ トカイ ンと して理解され て い る 4). T N トα は 主 に マ ク ロ フ
ァ
ー ジ によ り産生 され, 創傷治癒 と関連する生物活性 と し て,
好中球や マ ク ロ フ ァ ー ジ の 活性化, Ⅰし1, Ⅰし6, Ⅰし8の 産生誘導
や線維芽細胞 の 増殖促進 な どが 知 られ て い るが , そ れ ら はⅠし1
βと共通す る機能 であ る こ と が多い 4). 本研究 にお い てT N FⅧ
mRNA の 発現量の ど ー ク はⅠし1β m R N A と同様 に受備後72時
間日 に認め られ , その 経時的発現量の 推移もⅠし1β と類似 して
い た . 受傷後72時間は組織学的 に損傷部 で の 大型単核球 の 集
族が最も著明 とな る時期 に 一 致 して い たが , IS H法を用 い た検
討で マ ク ロ フ ァ ー ジ と思わ れ る単核球 にT N F- α m R N Aの 陽性
所見を認 めた. 以 上 の こ とか ら, 皮膚の 創傷治癒過程 に お い て
も マ ク ロ フ ァ ー ジ お よ び そ の 関連物質が非常 に重要な役割を担
っ て い るも の と考えられ る .
こ れ ら 炎症性サイ トカ イ ン の m R N Aの 発 現に 関す る成繚 は ,
法 医損傷検査 に応用可能で あると考え る . ⅣトP C R法 に よ る
mR N Aの 半定量的な評価を受備後軽適時間の推定 に応用する こ
と は, I L lOm RNAの 場合 と 同様 に 死 後 にお ける m R N A誘導が
ある と考え られ る た め , 実際に は 困敗である と 思 われ る. しか
し な が ら, ⅣトP C R法を用い て 損傷部 に お け る炎症性 サイ トカ
イ ン の m R N A発現量 の 増加を検出す る こ と は, 生 活反応 の指標
となりう るもの と 考え ら れ る . IS H法 に よ り損傷部に遊走 した
炎症細胞 に こ れ ら サ イ トカ イ ン の 陽性所見を認 め た こ と は !
R TIP C R法 に よ っ て検 出 され た m R N A発現量 の 増加が損傷部 に
お けるサ イ ト カ イ ン の 誘 導, すな わ ち局所 にお け る生活反応を
意味 して い る . 特 にⅠし1βとI L 6m R N A は, 健常 マ ウ ス 皮膚 に
お ける発現量 と比較 した 場合 に, 受傷 後の 発現量 の 増加率が大
きく, 生活反応 の 指標と して 最も適 して い る と思 われ る . 本研
究で は RTIP C R法 に よ るⅠし10m R N A検出が , 特 に 受傷後早期
にお ける生 活反応 の 指標 となりう る可 能性を指摘 したが , I L lO
m R N A に加えて損傷部皮膚 か らII/1β とII]6 m R N Aを同時 に検
出す る こ と に よ っ て , 一 層, 実際の 法医剖検例 に お ける有用性
が向上す るも の と思 われ る .
結 論
抗炎症性サ イ ト カイ ン で あ るⅠし10の , 皮膚創傷治癒過程 に
お ける動態お よ び そ の 生 物学的意義 に つ い て検討 した . 加えて,
法医損傷検査 に応用する た め , Ⅰし1 0 お よ び炎症性 サ イ ト カイ
ン qし1, II]6, T N Flα) の m R N Aの 解析を行 い , 以下の 成績を
得た .
1 . マ ウ ス 皮膚創傷治癒過程 にお い て損傷部 に お け るⅠし10
蛋白の 発現量 は , 損傷部 に遊走す る好中球 が徐 々 に増加する炎
症期早期 (受傷後3時間) に ピ ー ク に達 した後, 一 旦 は 減少 した
が , マ ク ロ フ ァ
ー ジ の 集族が 最も著明 と な る 炎症期極期 (受傷
後72時間) に再 び ピ ー ク に達 し, mR N Aの 発 現も こ れ と 良く相
関 して い た . IS H法お よ び免疫染色 の 検言寸結果か ら炎症期早期
にお い て は 表皮細胞が , さ ら に, 損傷部 に浸潤する単核球お よ
び 再生 す る 表皮細胞 がⅠし1 0産生細胞 の 主体 であ る こ と が実証
さ れ た .
2 . Ⅰし10の 発現 に2つ の ピ ー ク が 認め ら れ た こ と か ら , Ⅰし
10中和抗体を損傷部局所 に投与 し, そ の 効果を受傷後6 お よ び
72時間日 に お い て 判定 し た. 中和抗体投与 に より損傷部皮膚に
お い て 炎症性サイ ト カ イ ン (Ⅰし1/9 , Ⅰし6, T N トα) とC-C ケモ
カイ ン (M C P-1, M IP-1 α) の 過剰発現が認 め ら れ た . さ ら に,
損傷部 に浸潤す る好中球 と マ ク ロ フ ァ ー ジ 数の 増加を認 め た .
Ⅰし10の 発現 の 2 つ の ピ ー ク は , 各 々 が 好中嫌お よ び マ ク ロ フ ァ
ー ジの 遊養お よ び そ の 機 能制御 と密接 に関連 して お り, こ れ ら
は過剰 な炎症反応を抑制する た め の 合目的な 生 体防御反応であ
る と考え られ た . 以 上 の 成績か ら , 皮膚創傷治癒過程 にお ける
Ⅰし10の 関与 が明 ら か と な っ た .
3 . 受傷 後早期 のⅠし10m R N Aの 発現量増加 が法医損傷検査
にお ける生活反応 の 指標 となりうる か 否か に つ い て , マ ウ ス 皮
膚損傷部 に お け るI し10 m R N A発現量 の 変化を死後変化の 影響
も含 め て, 受傷後0 か ら180分の 間, R T P C R法を用 い て 半岩畳
的に評価 し た. II]10m R N A は受傷後15分目 か ら急激 に増加 し,
健常皮膚で の 発現量 と比較した場合, 有意 b< 0.05) な増加が
受傷後30 か ら180分 で認 め られ た. こ の 傾向は屠殺後5 日間放
置 した マ ウ ス に つ い て も確認 され , 一 方, 死後損壊で は有意な
増加 は認 め ら れ な か っ た . これ らの 成績か ら, 皮膚損傷部 にお
けるIL lOm R N A発現畳 の 増加が , 受傷後早期 の 生活反応 の 鋭
敏な指標 となりうる こ とが 示唆 され た . さ ら に, mR N A は一 般
創傷治癒 にお けるⅠし10の 発現と法医学的応用
に考えら れ て い る以 上 に死 後変化 に対 して安定である こ と が示
され , R T P C R法に よ る mR N Aの 解析 は 実際の 法医剖検例 に充
分応用可能であ る と思 わ れ た .
4 . R r P C R法 を用 い た検討 で , マ ウ ス 皮膚損傷部 に お ける
II:6 m R N Aの 発現量 は受傷後6時間目 , Iし1α , ILrlPお よ び
T N F･ α m R N A は受傷後48 か ら72時間日に か けて ピ ー ク を有す
る こ と が 明 ら か と な っ た . IS H法 を用 い た 検討 に よ り こ れ ら
m R N A発現量 の 増加 が, 主に損傷部 に浸潤する単核球(マ ク ロ
フ ァ ー ジ), 多核白血球(好中球)や表皮細胞 にお けるサ イ トカ
イ ン の 誘導, すなわ ち局所に お ける生活反応を反映 し てい る こ
とが 示 さ れ た . Ⅰし10m R N A に加えて損傷部皮膚か ら こ れ ら 炎
症性サ イ ト カイ ン の m R N AをR TIP C R法を用 い て 同時 に検出す
る こ と によ り, 実際の 法医剖検例 に お ける 生活反応 の 指標と し
て の有用性 が向上す るもの と思わ れ た . 以 上 の m R N A解析 に関
する成壌 は, 蛋白質 レ ベ ル で の 解析 が 主体であ っ た従来 の 法医
損傷論の 研究分野 にお い て , 新た な展開をもた ら すもの と考え
ら れ た.
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Key w ords w ou ndhealing,1 nte rleukin -1 0,innam m atio n, Che motaxis, fore nsic w ound e xa min ation
A bstra ct
T he wou nd healing pro c ess is char a Cterized by ac uteinna m m atio n, gra nulation tissu efbr mation , m atrix for m ation a nd
re modeling. Neutrophilsand ma c rophages m lgr atein an orderlyfashion t o w ardthe site of irtiu ry, Wher ethey play critic alroles
in m odulating the inflam mat ory re sponse･ Tight regulatio n ofthein viv oinfla m ma tory r esponse is acr ucial fa ct orin
S u CeS Sful w ou nd repa lr and tiss ue r egen e ratio n･ One ofthe aim s ofthis st udy w a s t oide ntifythe role of e ndoge n o us
inte rle ukin(I L)-1 0 in c utan eou s wou nd heal ing. T heIL-1 0pr oteinle velsinin cised w o undsin mic epe aked 3 hr afte rin cisio n,
r etu rn edtonor mal lev eIsby2 4 hr, butin c r e as ed agal ntO anOtherpe ak at72 hr･ T he proteinle vels ap pe a redto c orr elate with
the induction a nd upregulatio n ofIL
-10 mR N A･ In situ hybridiz atio n(IS H)studie s a nd im mu n o st aining revealed that
epiderm alc ells a ndinnltrating m onon uclear cells(M N Cs)w e rethe mqjors ou r c eof I し10･ T he ea rly pe ak of I L-1 0pr e c eded
thein丘1tra tio nofn eu trophilst o wardthei1月u rySite, While thelater pe ak of I し10appear edtobe tem porallylinkedtom axim al
m acrophage infiltra tion into the w ou nd･ To cla rify the biologl Calsignific ance of e ach I し 10pe ak, the effec t s ofthe
administra tion of a nti-Ⅰし10 a ntibody w ere e xamined 6 and 7 2 hr af[erincision. Ne utr alizing antibody studiesde m ons trated
that I L- 10inhibited in viv o o ve rexpr essio n ofpr oinfla mm at ory cytokine s[IL-1β, Ⅰし6, tum Or n e CrOSis fa ctoト α (T N Fq α)]
and C-C che mokin es(m on o cyte chem o attr a cta ntprotein -1, m a C r OPhageinfla m m ato ry pro tein -1 α). IL-1 0als oinhibited the
innltration of ne utrophils a nd m a crophages t o ward the iqu ry site ･ Theser e s ults suggest thatI し1 0m ay play an important
regulatory rolein the phase
-Spe Cific infiltratio n of n e utr ophils and m a c r ophage s a s w ella亭 CytOkin eproduction in the
infla m mato ry respon s eto cut an e o u s wo u nd he aling･ Fro m the vie w po l nt Of for e nsic patholog y, this gl V e S ris eto the
hy pothesi革that the rapid in c rea seinI L
-10 m R N Ae xpre ssio n afte rin cision c o uld be a nindica torfbr distinguishing betw e e n
intravital w ou nds a nd postm ortem dam age . This hy pothe sis w a sthus tested by m aking l n Cis ed w o u ndsin mic e, Which w ere
then v ariouslysacri 丘cedatO,5,1 5,3 0,60 and18 0minlater. T he affect ofpostm ortem changes on m R NA w a s also e x a min ed.
A s e m卜qu a ntitativ e m ea su r eofthe initial a mou nt of I L-10 m R N A in e a ch skin spe cim e n w a sobtain ed u sl ng r e V e rSe
tr an S Criptio n
-PCR(R T-P C R). At15min a r apidin c r e a s ein I し10mR N A le v els w a s obs e rv ed a ndthe ele va tio nin e xpre s sion
of IL-1 0m R N Aw a sfou nd to be signific ant betふe en3 0and 1 8 0min (P < 0.05), Pe aking at a rou nd 60 min . T he tim e-
depe ndentin c re a s esin I し1 0m R N Aexpr e ssio n we r efbu nd to be m aint ained ev e nin agroup thatw a s st or ed a ndtested at5
dayspostm orte m . Furtherm ore, nO Slgnific a ntinc re aseinI L
-1 0m R N Ae xpression o cu rred in the po stm o rte m da m age c o ntrol
group. T herefbr e, in c r e a sed e xpr e ssion of I し10m R N A in skin spe cim e n s c a nbe c o nsidered a vital re a ction . T he s e re s ults
de m o nstrate the potentialu s efu 1ness of m R N AanalysI Sin fore n sic wou nd e x a min ation , With m R N A dete ctable by R T- P C R
OVe ralo ng post m ortem tim e cou rs e. Finally, the te mporale xpr e ssio nof m R N A fbrthe proinfla m m ato ry cytokin e s(Ⅰし1,I し
6, T N F- α)in in cised w o undsin mic ew a s e x amin ed in te rm s ofthe fo re nsic ap plic atio n as a nindic ato r of w o u nd vitality or
W Ou nd age . R T
-P C Ra nalysis sho w edthat thelo c al I L 6m R N A le v elpe aked at6 hr, While the peak le v els of m R N A fo rI しl
α ,IL-1β and T N F- α OC Cu rred bet w e en 4 8a nd 7 2 hr. A study usl ngtheIS Hte chniqu e re vealedthat thein c re a s ein mR NA
levels ofthe cytokin esreflected lo c al indu ction , i. e . alo c al vital r e a ction , in s u ch c e11s a sinfiltr ating M N Cs,
POlym orphon u cle ar cells and epider m alce11s. T he sim ulta n eous dete ctio n of m R N A fo rthe pr oinfla m matory cytokines a nd
I し1 0usl ng R T
- P C Rw ould be m o r eu sefulwhe nthe dete rmin ation of w ound vitalityl S C O n C e rnd in pr a ctic al fo re n sic c a s e s･
S in c e m o st tudie son fbren sic w o u nd e x a min ation ha v e u sed im m u n ohist o che mic alte chniqu e s, m R N Aa n alysIS m ay PrO Vide
a nov elto ol in this蔦eld.
